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De stalling van bloed i s  h e t  gevolg van e e n  a a n t a l  e l k a a r  opvolgende 
r e a k t i e s  wear in  e i w i t t e n  ( s t o l l i n g s f a k t o r e n )  d i e  i n  h e t  bloed c l r c u l e r e n  
g e a k t l v e e r d  worden. Deze a k t l v e r i n g e n  v inden  p l a a t s  i n  camplexe systemen d i e  
bes taan  u i t  cen  negattief ge laden  opperv lak  ( b l o e d p l a a t j e s  membraan) waaraan 
can enzya e n  een hu lpe iwi t  of c o f a k t o r  z i j n  gebonden. Dl t  complex b i n d t  h e t  
s u b s t r a a t  e n  z e t  h e t  om i n  e e n  a k t i e f  enzym. Dit e n z p  a k r l v e e r t  vervoLgens 
een ander  s u b s t r a a t ,  enz. De v o o r l a a t s t e  s t a p  i n  d e  e l k a a r  opvolgende 
r e a k t i e s  i s  de omzet t ing  van prothromblne i n  thrombine door h e t  prothrombin- 
a8c complex. 'rhtombine i s  I ~ e t  enzym dae  f i b r i n o g e e n  ornzet i n  f i b r i n e  d a t  
p o l i m e r i z e e r t  t o t  een  f fbr inene twerk .  In  d l t  prothrombinase complex i s  f a k t o r  
Xa h e t  enzym, Eakto t  Va de e o f a k t o r  e n  h e t  opperv lak  i s  d e  b l o e d p l a e t j e s  
membraan. In  laboraLoriatm proeven krrn deze b l o e d p l a a t j e s  rnernbraan worden 
vervangen door kunstmatig gemaakte f o s f o l i p i d e  membranen ( v e s i c l e s ) .  Voor de 
binding van f a k t o r  Xa, faktot .  Ya en protRronubine aan een membraan Ls h e t  
n o o d z a k e l i j k  d a t  h e t  membraan n e g a t i e f  g e l a d e n  f o s f o l i p i d e n  beva t .  
In d i t  p r o e f s c h r i f t  a o r d t  de r o l  beschr rven  d i e  f a k t o r  Va h e e f t  b i j  de 
vorming en s a m e n s t e l l i n g  van h e t  prothrombinase complex. N i e r t o e  werden de 
l a a t e r a k t i e s  t u s s e n  f a k t o r  Va e n  E o s f o l i p i d e n ,  f a k t o r  Xa en prothromblne 
bes tudeerd .  
Een beknopt l i t e r a t u u r  o v e r z i c h t ,  waar in  d e  apbouw e n  d e  b e l a n g r i j k s t e  
clgen~sehappen van de v e r s c h i l l e n d e  componenten van h e t  prathromblnase compLex 
z i j n  beschreven ,  l a  gegeven i n  hoofds tuk  I .  Bovendlen z i j n  d e  b e l a n g r i j k s t e  
sCudtes heepraken d i e  hebben b i j g e d r a g e n  t o t  de kennis  van h e t  wechanisme van 
de proLhrombine a c t i v e r i n g .  
Haafds tuk  I1 b c e c h r i j f t  d e  x u i v e r i n g  van f a k t o r  V u i t  runderb loed ,  d e  
----- 
a k t l v e r i n g  van f a k t o r  V, de zruivering van de fragmenten van g e a k t i v e e r d  
f u k t o r  V ( f e k t o r  Va) en de i n t e r a c t i e  tusserr  f a k t o r  Va err f a k t o r  Xa. Voor 
gaau iverd  f a k t o r  V werd een  molekuul g e v i c h t  van 350.000 gevanden. Ma ak- 
t i v e r i n g  met thrambine worden er 4 fragmenten gevorrnd, waarvan d e  fragmenten 
met molekuul$ewlcht 94.000 e n  80.000 h e t  a k t i e v e  f a k t o r  Va wormen. 
De i n t e r a k t i e  t u s s e n  f a k t o r  Wa en f a k t o r  Xa werd b e s t u d e e t d  met een  
k i n e t i a c h e  methode. In v r i j e  o p l o s s i n g  werd e e n  s t e r k e  a f f i n i t e i t  t u s s e n  
f a k t o r  Va en f a k t o r  Xa gemeten d i e  i n  aanwezigheid wan f o s f o l i p i d e  v e s i c l e s  
honderd maal wordt versterkt, de repectievelijke dissociatie konstanten z i f n  
LO-' H en lip-'' M. De a f  dniteir In asnwezigheid van fosfolipld vesicles 
neemt af met afnemend gehalte negatief fosfolipid. Tach zien we dat deze 
4 affiniteit wan faktor Va en faktor Xa sls complex nog steeds I 0  maal stesk- 
er is in vergelijking met de affiniteiten van fakLor Xa en fattor Va a f -  
zonderlijk voor het foafolipide oppervlak. Dit is erg belangrkjk voor de 
snelheid waarmee thrombine gevomd kan worden; het aan fosfolipiden gebanden 
faktor Xa-Va complex is een veel efficisnter e n z p  dan faktor Xa alleen. De 
afzonderlijke faktor Va fragmenten hebben geen meetbare sEEiniteit vaar 
faktor Xa. 
Een directe methode voor het meten wan de binding van stolfaktoren aan 
fosfolkpiden Is beschreven in hoofdstuk 1x1. De methode miiakt gebruik van 
phospholipide vesicles die in een centrifuge bij 30.00Oxg kuumen uorden 
neergadraaid. Een eiwit bepaling van de supernatant geeft directe informtie 
over de hoeveelheid nlet-gebonden eiwit. 'Met behulp van deze metlaode is 
aangetoond $at de bindingsplaats voor fosfolipiden op het faktor Va ge- 
iokaliseerd is In de subunit met malekuul gewicht 80.000. Dlt fragment lzecft 
een netto positieve lading (isoelectrisch punt > 9). De affiniteit van fakkor 
Wa hangt af van de concentratke negatieve losfaliptden, 9011 srerkte, calcium 
concentratie en de pH en is dus karakterastiek voor een elektlcostatische 
interaktie. 
De Invloed w a n  faktor Va op de membraarnsttuktuur werd bestudcrrd in 
Izoofdstuk IV. We vonden dat Eaktor Va een effect heeft op  d e  "vloeibaarheid" 
van lEosfnLipiden boven hun overgangatsmperatuur. De veranderingen .31i de 
polarisatiegraad van difenylhexatrieen ingebed io d e  fovfolipiden k o r r e l e r c n  
met de hoeveelheid faktor Va gebonden RRIT h e t  oppervlak. Teve~lrs blac lc  daL 
binding van faktor Ira afhatlkelijk is van de vloeibaarheid van ale ~nernbrnarn. 
De eiuit-eiwit interakties in het prothromblnase complex werden met d @  i n  
hoofdstuk 111 beschreven, eenvoudige, bindingstechniak hestudeerd [Imofd~tuk 
V 1 .  De resultaten laten z i e n  dat onder inwloed van faktor Va, de prorhrombine 
- 
binding aan het oppervlak bevorderd wordt. Dit is een dlrekte aanvijzLng voor 
de varming van een stoicl-riometrifich ( 1 : 1 3  complex tussen falctor Ya en pro- 
thrombine. 6iet Eosfolipide-hindende fragment van Eaktor Va (Eaktor Va lkclate 
keten) daarentegen verhlnderde de binding van prothrornbina Ran negatief 
geladen fosfolipiden. De varming van het Eaktor Va-prothrombine complex h e c C ~  
belangrijke konsekwenries voor de otnzetting van proChrombine Ln thcolnblne. 
Onder invloed van faktoz Va word$ de naximale snelheid van tl-rrornbine vorming 
zcer sterk vergroot en Lndien de reakrie zich afspeeld aan een fosfolipide 
cfppervlak met gerlnge afflniteit vaor prothrombine en faktor Xa, werlaagd 
faktor Va de Km voor prothrombine (haofdstuk YI). 
De aktiviteit van het prothrarnbinase complex wotdt gereguleerd door 
geaktiveerd protein 6. Geakhiveerd protein C i s  in staat faktor Va te In- 
aktiveren. Een anderzoek naar het mechanisme van dese inaktivesing is be- 
schreven in 3ofdstuk V!. We vonde-ru dar de twee polypeptide ketens van 
faktor Wa beiden gesplitat werden door geaktiveerd protein C. Uit rekons- 
tltutLe experimenten bleek dat de abraak van de zware keten van faktor Ya 
gepaard gaat met de Lnaktivering van fakror Va. 05 dit het resultaat is van 
hec elimineren van de prothrornblne en/of faktor Xa bindingsplaatsen op het 
faktor Va, z a l  verder uitgezocht moeten worden. 
In hoofdstuk VIII wordt aen algemene bescholuwing gegeven van de re- 
sultaten van het anderzoek, zoals in dit praefschrift Is beschreven. 
